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不同菌种固态发酵时间对甘草黄酮含量及其
抗氧化特性的影响
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摘要:为充分发掘与利用甘草资源,促进发酵甘草的抗氧化研究,选取3种不同菌种(酵母菌、米曲霉菌、黑曲

霉菌)发酵的甘草黄酮为研究对象,采用乙醇回流法提取甘草中的黄酮,在甘草30g,接种量10%、发酵温度

28℃、含水量80%的条件下,对发酵时间进行单因素优化,优化发酵后提取的甘草黄酮粗提物用D101型大

孔吸附树脂进行纯化,并测定其相关的体外抗氧化能力,探究不同菌种固态发酵时间对甘草黄酮含量和抗氧

化特性的影响。结果表明,甘草在酵母菌发酵5d、米曲霉菌发酵5d,黑曲霉菌发酵3d时的黄酮含量最高,
经大孔树脂纯化后黄酮含量上升,黑曲霉菌发酵组由63.8mg·g-1上升为90.6mg·g-1、米曲霉菌发酵组由

78.2mg·g-1上升为101.8mg·g-1、酵母菌发酵组由54.9mg·g-1上升为82.6mg·g-1、未发酵组由39.6mg·g-1

上升为57.9mg·g-1;不同菌种发酵甘草后对DPPH及ABTS自由基的清除能力显著高于未发酵甘草,其中

米曲霉发酵组的DPPH及ABTS清除力最高。因此,酵母菌、米曲霉、黑曲霉发酵甘草能有效提高黄酮含量,
大孔树脂纯化甘草黄酮后黄酮含量显著上升,且具有更好的抗氧化活性。
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  甘草是一种分布广、利用价值高的药食两用

豆科草本植物。新疆、内蒙古、宁夏以及山西是中

国主要的产地,同时华北和西北地区也有少量分

布。甘草中含有黄酮类、三萜皂苷类、香豆素类、
二苯乙烯类、多糖类、有机酸类和生物碱类等多种

天然活性成分[1-4]。其中,黄酮类化合物的含量在

甘草药材中大约占3%,已有的研究报道显示,甘
草具有许多潜在的药用价值[5-6],有抑菌、抗癌、抗
辐射、抗心律失常、抗病毒、利胆、强心、镇静和镇

痛等治疗功效[7],还有抗氧化、抗炎、免疫调节的

保健功能,同时也有抑制黄褐斑、美白的美容

功效。
发酵是一种用于中药的加工方法。通过微生

物的作用,在适当的温度、湿度和水分条件下对药

材进行发酵,以增强其原有特性或产生新的效果。
益生菌发酵草药具有使用纯菌株、可控过程以及

在发酵过程中通过其转化作用增加生物活性成分

的特点[8-10]。例如,Dey等[11]和Xu等[12]的研究

表明 真 菌 发 酵 可 以 提 升 谷 物 的 抗 氧 化 潜 力,
Araújo等[13]研究表明两种真菌在未经处理的水

果皮上生长之后增加了它们的蛋白质含量和抗氧

化活性。Meng等[14]研究表明黑曲霉可以从植物

生物质中生产木糖醇。
黄酮类化合物可以从甘草中通过多种途径提

取,其中包括碱性水溶液提取法、有机溶剂提取

法、超声辅助提取法。但基本原理是利用有效的

方法破坏甘草细胞结构,再根据甘草黄酮在极性

和溶解方面的不同特性进行有目标的提取和分

离。为了提高甘草黄酮的纯度,在提取过程中需

进行纯化处理[15-18]。大孔吸附树脂法是最为常

用的纯化技术,因其独有的理化性质和很强的稳

定性,不仅不受无机盐类、强离子及低分子化合物

的干扰,而且其内部的多孔性结构对不同物质可

以进行有效分离和富集,能够精准筛选出目标黄

酮类化合物[19]。
甘草作为药食同源的常用药材,本研究以甘

草黄酮为研究对象,将甘草经过不同菌种发酵后,
通过乙醇回流法提取黄酮并纯化,采用清除自由

基能力的比较来探究发酵对其抗氧化活性的影

响,本研究旨在充分发掘与利用甘草这一珍贵资

源,为发酵甘草的抗氧化研究提供理论基础和实

践指导。
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1 材料与方法

1.1 材料与仪器

甘草饮片,山西瑞象生物药业有限公司;黑曲

霉,BNCC 公 司,编 号 BNCC186380;米 曲 霉,

BNCC公司,编号BNCC338380;酵母菌,安琪公

司;芦丁标准样品,飞静生物;亚硝酸钠,永大试

剂;硝酸铝,恒兴试剂;氢氧化钠,恒兴试剂;氯化

钠,天津光复精细化工研究所;酵母膏胨葡萄糖

(YPD)琼脂培养基(酵母浸膏,天津光复精细化

工研究所;蛋白胨,索莱宝;无水葡萄糖,天津光复

精细化工研究所);马铃薯葡萄糖琼脂(PDA)培
养基,索莱宝;无水乙醇,致远化学试剂有限公司;

1,1-二苯基-2-三硝基苯肼(DPPH),阿拉丁;2,

2'-联氮-双-3-乙基苯并噻唑啉-6-磺酸(ABTS),阿
拉丁;无水甲醇,致远化学试剂有限公司;D101型

大孔吸附树脂,索莱宝;所有分离用有机溶剂均为

国产分析纯。
生化培养箱SPX-250B-Z型,上海博讯实业

有限公司医疗设备厂;高速多功能粉碎机,永康市

红太阳机电有限公司;可见分光光度计V-1100D
型,上海美谱达仪器有限公司;高速离心机 HC-
3018、HC-3018R,安徽中科中佳科学仪器有限公

司;普通层析柱35cm×40cm,北京瑞达恒辉科

技发展有限公司;DBS-100电脑全自动部份收集

器,上海浦西分析仪器厂有限公司;洁净工作台JB-
CJ-1000FX,苏州佳宝净化工程设备有限公司。

1.2 方法

本研究于2024年4月1日在太原师范学院

生物科学与技术学院格物楼613天然产物活性成

分创新兽药工程技术中心开始发酵工作,最终于

2024年6月下旬完成本研究。

1.2.1 菌 种 活 化 与 菌 液 稀 释 配制 PDA 和

YPD固体培养基,将米曲霉、黑曲霉涂布于PDA
培养基,酵母菌涂布于YPD培养基,28℃培养5d。
培养完成后,将培养基划开,放入离心管,加入少

量生理盐水,震荡,洗脱米曲霉、黑曲霉孢子,得到

高浓度混悬液,将混悬液通过无菌脱脂棉花过滤,
除去混入悬液中的菌丝体,得到孢子悬液。用生

理盐水冲洗培养基上酵母菌菌落,得到酵母菌菌

悬液,3种菌液分别稀释后放置冰箱中待用。

1.2.2 发酵条件的单因素试验 将甘草饮片用

粉碎机粉碎后,过60目筛进行发酵,30g甘草中

分别接种10%的不同菌种,控制发酵温度28℃、
含水量80%,分别考察发酵时间(1,3,5和7d)、
菌种(酵母菌、黑曲霉、米曲霉)对甘草总黄酮含量

的影响。根据试验结果,选择合适发酵天数进行

后续大量发酵并纯化。

1.2.3 黄酮标准曲线绘制 配制0.5mg·mL-1

的芦丁的标准品溶液,梯度稀释为50,100,150,

200,250,300,350和400μg·mL-1的芦丁溶液,
分别精密量取6mL各稀释梯度芦丁溶液于25mL
容量瓶中,加入1mL5%的亚硝酸钠溶液,混匀,
静置6min。再添加1mL10%的硝酸铝溶液,反
应6min。添加4%的氢氧化钠溶液10mL,最后

用70%的乙醇溶液定容静置15min。以无水乙

醇为空白对照,利用紫外可见分光光度计在波长

510nm处测定吸光度,以吸光度值A为纵坐标、
芦丁浓度C(μg·mL-1)为横坐标,绘制标准曲线,
得吸光度 A 与芦丁浓度 C(mg·mL-1)之间的线

性回归方程式为:Y=0.0028X-0.0024,相关

系数为0.9999。

1.2.4 甘草总黄酮提取及含量测定 采取乙醇

回流提取法进行提取,保持80℃的提取温度,以
3∶7的比例混合水和乙醇,按照1∶15的料液比,
回流提取1h。采用NANO2-AL(NO3)3比色法

黄酮含量测定[20]。

1.2.5 大孔吸附树脂纯化甘草黄酮 大孔树脂

预处理:采用D101型树脂[21],先用4%盐酸洗没

过树脂,放置于摇床120r·min-1处理2h,取出用

蒸馏水冲洗抽滤至中性。再用4%氢氧化钠洗没

过树脂,放置于摇床120r·min-1处理2h,取出用

蒸馏水冲洗抽滤至中性。最后用无水乙醇洗没过

树脂,放置于摇床120r·min-1处理2h,取出用蒸

馏水冲洗抽滤至无醇味,备用。
泄露曲线检测:称取140g预处理后的D-101

大孔树脂湿法装柱,计算柱体积(BedVolumn,BV=
70mL)后,以甘草黄酮上样浓度为0.9mg·mL-1,
流速设定2BV·h-1,每7mL收集1管,测定黄酮

含量,并绘制泄露曲线,以此来确定最佳上样

条件。
动态洗脱试验:选取最佳上样条件上样,待吸

附饱和后分别用蒸馏水和80%乙醇作为洗脱液

冲洗树脂至洗脱液无色,流速2BV·h-1,每7mL
收集1管,测定黄酮含量,绘制洗脱曲线。
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甘草黄酮粗提物纯化:以最佳上样条件,水洗

体积,醇洗体积对未发酵、黑曲霉、米曲霉、酵母菌

的甘草黄酮粗提物进行纯化,收集醇洗洗脱液,将
洗脱液转移至旋转蒸发仪内蒸至无醇味,于低温

冷冻干燥机中干燥48h,得甘草总黄酮纯化物。
用70%乙醇复溶,测定510nm处吸光度计算其

中黄酮含量。

1.2.6 DPPH测定 将0.0079gDPPH加入无

水甲醇当中,定容至100mL,将定容好的DPPH溶

液稀释为60μmol·L-1待用。取大孔吸附树脂纯

化后的甘草黄酮提取物,配制5mg·mL-1的黄酮

样品溶液,移取80μL定容至0.3mL,将0.3mL
的样品溶液与2.7mL稀释好的DPPH溶液混匀并

按照如下的分组A0:0.3mL去离子水+2.7mL
DPPH溶液。As:0.3mL样品溶液+2.7mL
DPPH溶液。Ar:0.3mL样品溶液+2.7mL无

水甲醇溶液。配制好之后,黑暗常温反应30min,以
无水甲醇为空白参照,在518nm 处测吸光度。
并计算DPPH清除率(Y),计算公式如下:

Y(%)= (As-Ar

A0
)×100 (1)

1.2.7 ABTS测定 将7mmol·L-1ABTS和

2.5mmol·L-1过硫酸钾溶液,在室温条件下等体

积混合,并置于暗处反应12~16h,获得ABTS+
溶液。将获得的ABTS+溶液以80%乙醇稀释,
使其734nm下的吸光度为0.7。取大孔吸附树

脂纯化后的甘草黄酮提取物,配制5mg·mL-1的
黄酮样品溶液,移取10μL定容至0.3mL,按照

如下方式加样,A0:0.3mL去离子水+2.7mL
ABTS+溶液;As:0.3mL样品溶液+2.7mL
ABTS+ 溶液;Ar:0.3mL样品溶液+2.7mL
无水乙醇溶液。黑暗常温反应30min,以无水乙

醇为空白参照,在734nm处测吸光度。并参照公

式(1),计算ABTS清除率。

1.3 数据分析

采用SPSS23软件进行统计分析,并借助

GraphpadPrism9和Origin2021绘制结果图。

2 结果与分析

2.1 不同菌种和发酵时间对甘草黄酮含量的

影响

  由图1可知,未发酵组1~7d黄酮浓度基本

保持不变(P>0.05);酵母菌组甘草发酵3d、5d

的黄酮浓度显著高于发酵1d和7d的(P<0.05),
酵母菌组甘草发酵3d和5d之间黄酮含量差异

不显著(P>0.05);米曲霉组甘草发酵5d后黄酮

浓度显著高于发酵1d、3d和7d(P<0.05);黑
曲霉组甘草发酵3d、5d、7d后的黄酮浓度显著

高于发酵1d组(P<0.05),发酵3d、5d和7d
处理间黄酮浓度差异不显著(P>0.05)。

米曲霉组甘草发酵1d的黄酮含量显著高于

未发酵组和黑曲霉组(P<0.05);酵母菌、米曲

霉、黑曲霉组甘草发酵3d、5d的黄酮含量显著

高于未发酵组(P<0.05);黑曲霉组甘草发酵7d
的黄酮含量显著高于未发酵组和酵母菌、米曲霉处

理(P<0.05)。综上所述,不同菌种发酵甘草的最

佳时间条件为酵母菌5d,米曲霉5d,黑曲霉3d。

图1 不同发酵菌种和发酵时间

对黄酮含量的影响

注:不同小写字母代表同一菌种不同发酵时间处理间

差异显著(P<0.05)。不同大写字母表示同一发酵

时间不同菌种间差异显著(P<0.05)。下同。

2.2 大孔吸附树脂纯化甘草黄酮效果

2.2.1 大孔吸附树脂纯化甘草黄酮的优化条件

 样品洗脱泄露曲线结果如图2A所示,当上样

浓度为0.9mg·mL-1且洗脱体积达到2.2BV
时,洗脱液中黄酮含量达到上样浓度的20%即达

到泄漏点,此时大孔树脂吸附饱和之后样品会发

生泄露,所以最佳上样体积为2.2BV。
水洗除杂,是利用黄酮不亲水而杂质亲水的

特性,通过水洗去杂质的过程,水洗除杂曲线如图

2B所示,黄酮吸附量随着水洗液体积的增加呈现

出先上升后下降并最终为0的趋势,当水洗体积

在2.6BV时,一小部分的黄酮以及大量的杂质
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被有效地从洗脱剂中洗出,此时黄酮吸附量最低;
随着水洗体积的继续增加,当达到5.0BV时,水
洗液中黄酮含降为0,此时大孔吸附树脂所吸附

的黄酮含量趋于稳定,故从泄漏点开始算起的

2.2BV体积到最终的5.0BV之间一共有2.9BV的

体积,故选取2.9BV为最佳水洗体积。

A.泄露曲线;B.水洗除杂体积曲线;C.醇洗体积曲线。

图2 泄露曲线、水洗除杂体积曲线和醇洗体积曲线

  醇洗是指在水洗除杂之后,利用一定浓度的

乙醇溶液把大孔吸附树脂之内的黄酮洗脱出来的

过程。醇洗曲线如图2C所示,随着醇体积的增

加样品中的黄酮逐渐被洗出,呈现先上升后下降

并趋于稳定,其中当到达3.0BV时洗脱液中黄

酮含量最大,黄酮大量被洗出。当达到6.5BV
时黄酮含量趋于稳定,之后无变化,说明3.0BV
为最佳醇洗体积。

2.2.2 发酵甘草黄酮纯化前后含量的比较 由

表1可知,纯化后样品中黄酮含量较纯化前含量上

升,未发酵处理由39.6mg·g-1上升为57.9mg·g-1。
酵母菌由54.9mg·g-1上升为82.6mg·g-1,米
曲霉由78.2mg·g-1上升为101.8mg·g-1,黑曲

霉由63.8mg·g-1上升为90.6mg·g-1。

表1 发酵甘草黄酮纯化前后黄酮含量比较

组别
黄酮含量/(mg·g-1)

纯化前 纯化后

未发酵 39.6 57.9

黑曲霉 63.8 90.6

米曲霉 78.2 101.8

酵母菌 54.9 82.6

2.3 发酵甘草黄酮的抗氧化性比较

甘草发酵前后在相同浓度下对 DPPH 和

ABTS自由基的清除能力结果如图3所示,米曲

霉、黑曲霉、酵母菌发酵甘草组对DPPH和ABTS自

由基的清除率显著高于未发酵组(P<0.05),且
米曲霉组显著高于黑曲霉、酵母菌组(P<0.05)。
图3A显示,黑曲霉和酵母菌发酵甘草对DPPH
的清除力无显著性差异(P>0.05),图3B显示,
酵母菌发酵甘草组清除 ABTS的能力显著高于

黑曲霉组(P<0.05)。因此,甘草发酵后清除

DPPH和ABTS自由基的能力提高,抗氧化活性

增强,且以米曲霉处理为最佳。

图3 不同菌种发酵甘草黄酮对DPPH(A)
和ABTS(B)的清除率

3 讨论

微生物发酵技术可以利用合适的温度、pH
和接种量等条件,将中草药作为基质进行发酵。
在发酵过程中,微生物会释放很多种不同效果的

酶,催化药材产生化学反应生成多种初级、次级代
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谢产物[22]。并且由于微生物的作用,部分药材会

经历酯化等多种生物化学反应过程,进而生成全

新的活性物质[23-24]。这些新的物质不仅丰富了

中药材的化学成分,也极大地扩展了其药用范围,
使其得以应用于更多疾病的治疗[25]。本研究采

用米曲霉、黑曲霉、酵母菌发酵甘草,甘草中黄酮

的含量显著增加,且影响黄酮含量的最佳发酵时

间条件为酵母菌5d,米曲霉5d,黑曲霉3d。
甘草黄酮因含有酚羟基的结构,能够与一些

自由基发生反应,所以具有抗氧化特性。近年来,
甘草黄酮因在化妆品行业和保健品行业的广泛应

用,受到众多消费者的喜爱。自由基因其高度的

不稳定性和极高的化学活性,易与活细胞内的物

质发生反应,这种反应过程会对机体造成一系列

的损害,影响细胞的正常功能和机体的健康。最

近一项研究显示发酵技术可以帮助人体预防自由

基相关的疾病,例如Jakubczyk等[26]的研究指出

无盐发酵甜菜根汁具有预防自由基疾病相关的潜

在有益健康特性。而直接影响发酵结果的发酵参

数也需要不断地优化才可以获得更好的发酵效

果,发酵的时间、温度、菌种的选择都是很重要的

指标,例如Vaitkeviciene等[27]研究指出优化发酵

参数可以提高柳叶中糖和光合色素的含量。
越来越多的真菌菌株已用于工业生产,扩大

了发酵产品特性的多样性[28]。Zhang等[29]研究

认为发酵中草药是一种良好的猪生长饲料添加

剂,对猪的免疫力有正面作用。Shakya等[30]研

究得出益生菌发酵显著提高了薄荷提取物的生物

活性。本研究通过不同菌种发酵甘草经纯化后,
采用DPPH和ABTS检测甘草黄酮对自由基的

清除能力,研究结果与前人一致,甘草黄酮含量在

增加的同时,抗氧化活性也显著增加,不同菌种发

酵甘草的组别都显著高于未发酵组(P<0.05),且
米曲霉组显著高于黑曲霉、酵母菌组(P<0.05)。

4 结论

本研究采用乙醇回流提取法提取甘草中的黄

酮,利用时间单因素优化不同菌种发酵甘草的条

件,将甘草黄酮粗提物用D101型大孔吸附树脂

纯化,纯化后样品中黄酮含量较未发酵组都显著

提高,抗氧化试验结果也表明,发酵后甘草中黄酮

对DPPH和ABTS自由基具有良好的清除能力。
本试验证实了甘草经过发酵有效提高了黄酮含

量,并且可以增强黄酮对自由基的清除能力,黄酮

抗氧化能力的提高将对医药、保健品,以及化妆品

产业的产品开发和利用提供有价值的参考,对于

高效、合理地利用甘草资源具有一定的理论指导

意义。
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EffectsofSolid-StateFermentationTimeofDifferent
BacterialStrainsonContentandAntioxidant

PropertiesofLicoriceFlavonoids
LIDa,ZHUTing,LIUDi,WUXiaoying

(CollegeofBiologicalScienceandTechnology,TaiyuanNormalUniversity,Jinzhong030619,China)

Abstract:Inordertofullyexploreandutilizelicoriceresourcesandpromotetheantioxidantresearchof
fermentedlicorice,threedifferentprobiotics(yeast,Aspergillusoryzae,andAspergillusniger)wereselected
astheresearchobjectstofermentflavonoidsinlicorice.Ethanolrefluxmethodwasusedtoextractflavonoids
fromlicorice,andsinglefactorexperimentswereconductedtooptimizethefermentationtimeunderthefixed
conditionsofinoculationvolumeof10%,fermentationtemperatureof28℃,watercontentof80%,and30g
oflicorice.Basedontheoptimalfermentationtime,thecrudeextractoflicoriceflavonoidswaspurifiedusing
D101macroporousadsorptionresinanditsrelatedinvitroantioxidantcapacitywasdetermined.Theeffectof
solid-statefermentationtimeofdifferentbacterialstrainsonthecontentandantioxidantpropertiesoflicorice
flavonoidswasexplored.Theresultsshowedthatthecontentofflavonoidswashighestinyeastfermentation
for5days,Aspergillusoryzaefermentationfor5days,andAspergillusnigerfermentationfor3days.
Therefore,basedonthis,purificationwascarriedoutusingmacroporousresin,andtheflavonoidcontent
increasedafterpurification.Aspergillusnigerincreasedfrom63.8mg·g-1to90.6mg·g-1,Aspergillus
oryzaeincreasedfrom78.2mg·g-1to101.8mg·g-1,yeastincreasedfrom54.9mg·g-1to82.6mg·g-1,and
unfermentedincreasedfrom39.6mg·g-1to57.9mg·g-1;Thescavengingabilityofdifferentstrainsof
fermentedlicoriceonDPPHandABTSfreeradicalswassignificantlyhigherthanthatofunfermentedlicorice.
Insummary,thereisasignificantdifferenceintheflavonoidcontentoflicoricebeforeandafterfermentation.
Afterpurificationwithmacroporousadsorptionresin,theflavonoidcontentoflicoriceincreasessignificantly,
andlicoricehasbetterantioxidantactivityafterfermentation.
Keywords:Licoriceflavonoids;solidstatefermentation;macroporousresin;antioxidantactivity;DPPH;ABTS
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